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2326. M. Zinser und Ch. Baumgiartel 


Ein Beitrag zur Diinnschichtchromatographie 
der Mutterkornalkaloide 


Aus der Wissenschaftlichen Abteilung der Firma Dr. Rentschler & Co., Laupheim 
(Eingegangen am 12. Oktober 1963) 


Bei der Priifung der Mutterkornalkaloide nach den Pharmakopéen ist fiir die 
absolute Reinheit der Substanz keine Gewahr gegeben. Bei der photometrischen 
Gehaltsbestimmung, die auf der Farbreaktion des Lysergsdureanteils mit p-Di- 
methylaminobenzaldehyd beruht, werden wirksame und unwirksame Alkaloide so- 
wie deren Hydrolyseprodukte erfaBt. Die Priifung auf fremde Alkaloide ist teil- 
weise tiberhaupt nicht aufgefiihrt. Die polarimetrische Priifung auf stereomere 
Umlagerungsprodukte ist wenig empfindlich und erfordert gréBere Hinwaagen. Sie 
148t sich zur Ermittlung der Isomerisierungsprodukte in fliissigen Zubereitungen 
nicht anwenden, da die Konzentrationen an Alkaloidsalzen héchstens 0,5—1,0mg/ml 
betragen. Gerade diese Priifung ist besonders wichtig, da die Umlagerungsprodukte 
eine wesentlich geringere pharmakologische Aktivitat+) besitzen. Die Dtinnschicht- 
chromatographie ist hierfiir eine rasche und zuverlassige Methode, welche mit gerin- 
gen Substanzmengen tiber die Beschaffenheit der Reinalkaloide und die Stabilitat 
der Alkaloide AufschluS gibt. Im Vergleich zur Papierchromatographie?~) ist der 
Zeitaufwand bedeutend geringer und die Nachweisempfindlichkeit, besonders bei 
den hydrierten Produkten, etwa um den Faktor 10 gréBer. In den letzten Jahren 
beschaftigte sich vor allem der Arbeitskreis um Rochelmeyer mit plattenchromato- 
graphischen Trennungen der Mutterkornalkaloide’-*), Auf neutralen Kieselgel-— 
platten gelang ihnen mit Gemischen aus Chloroform und Athanol eine gruppenweise 
Auftrennung der Peptidalkaloide, wobei die Ergotamin- und Ergotoxingruppe un- 
getrennt blieben. Zur Identifizierung bespriihten sie die Platten mit p-Dimethyl- 
aminobenzaldehyd in salzsaurer Lisung und trockneten anschlieBend bei 105°, 
wobei sie noch 0,1 yg der natiirlichen Alkaloide nachweisen konnten. 


Von der Vielzahl der erprobten Flie8mittel und Adsorbentien erhielten wir bei 
unseren Arbeiten die besten Trennungen mit neutralen Schichten von Kieselgel G 
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und den Lésungsmittelgemischen Benzol/Chloroform/Athanol = 2:4:1 (1) und 
Heptan/Tetrachlorkohlenstoff/Pyridin = 1: 3: 2 (2). Wir priiften eine groBe Zahl 
von Reinalkaloiden in beiden Systemen und erhielten mit dem Steigmittel 1 nach- 
stehende Auftrennung: Ergobasin-, Ergotamin- und Ergotoxingruppe, Dihydro- 
ergotamin- und Dihydroergotoxingruppe. Durch zweimaliges Entwickeln der Plat- 
ten in Steigmittel 2 konnten wir Ergocristin von Ergocornin und Ergokryptin, die 
ungetrennt blieben, abtrennen. Gleichzeitig wurde mit diesem FlieBmittel eine 
Auftrennung der Ergotamingruppe. erzielt (Abb. 1). 


Abb. 1 Abb. 2. Strich- 


Trennung von Ergotamin und Ergosin sowie Ergocristin von chromatogramm. 
Ergocornin und Ergokryptin. Adsorbens: Kieselgel G. Steig- Trennung der Er- 
mittel: Heptan/Tetrachlorkohlenstoff/Pyridin (1: 3: 2). gotamin- und Er- 
1 Ergobasin, 2 Ergotamin, 3 Ergosin, 4 Ergocristin, gotoxingruppe 
5 Ergocornin, 6 Ergokryptin, 7 Ergotaminin, Alkaloide 1—8 
8 Ergocristinin siehe Abb. 1 


Die Trennung wurde schiarfer auf einem Strichchromatogramm, das wir mit Hilfe 
der Spritzpistole anfertigten (Abb. 2). 


Das Steigmittel 1 eignete sich ferner zur Reinheitspriifung von Dihydroergo- 
cristin (DHC) und zur Haltbarkeitspriifung dieses Alkaloides in wiBrigen Zu- 
bereitungen, wobei eine Trennung von Dihydroergocristin, Aci-dihydroergocristin, 
Dihydrolysergsiureamid, Dihydrolysergsiure und nicht identifizierbaren Um- 
Jagerungs- oder Abbauprodukten von DHC miglich war. Zur Identifizierung be- 
sprithten wir die Platten mit p-Dimethylaminobenzaldehyd in Cyclohexan und 
stellten sie anschlieBend in eine mit HCl-Dampfen gesiittigte Kammer. Die Nach- 
weisgrenze betrug bei dieser Behandlung bei den natiirlichen Alkaloiden 0,05 ug, 
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bei den hydrierten 0,1 ug. Eine Zusammenstellung der Ergebnisse ist aus Tab. 1 
ersichtlich. 


Tabelle 1 
Rf-Werte (x 100) der Alkaloide und Hydrolyseprodukte in System 1 und 2 


Rf-Werte x 100 
Substanz System } System 2 
Lysergsiéure | 0 — 
Dihydrolysergsiure | 0 — 
Dihydrolysergsiureamid | 6 —_— 
Ergobasin ll 13 
Dihydroergotamin 35 — 
Aci-dihydroergocristin 37 — 
Ergotamin 43 16 
Ergosin 43 21 
Dihydroergocristin 53 —_— 
Dihydroergocornin 53 — 
Dihydroergokryptin 53 — 
Ergocristin 87 36 
Ergocornin. 67 41 
Ergokryptin 67 41 
Ergotaminin 73 48 
Ergocristinin 81 62 
Ergocorninin 81 — 
Ergokryptinin 81 — 


Die angegebenen Réf-Werte sind nur Richtwerte, sie sind abhingig von der 
Schichtdicke, von der relativen Feuchte der Sorptionsschicht, von der Kammer- 
sattigung und der Temperatur. 


Bei der Reinheitspriifung von DHC-isithionat in Steigmittel 1 
zeigten sich bei der Identifizierung mit modifiziertem Ehrlichs 
Reagens auBer dem Hauptfleck meist 2, manchmal auch 3 wei- 
tere Flecke, die nicht fluoreszierten und keine Fremdalkaloide dar- 
stellten. Die zusitzlichen, nur in Spuren vorhandenen Produkte 
sind gegentiber Luftsauerstoff besonders empfindlich. 


Abb.3 —> 

Dihydroergocristin-isithionat (Reinalkaloid) in System 1. 

1 DHC-isithionat; 2, 3, 4 nicht identifizierte Umlagerungs- oder Abbau- 
produkte von DHC; 5 DHC-isithionat chromatographisch gereinigt 
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Es ist daher unbedingt erforderlich, die Flecke nach dem Entwickeln sofort 
zu identifizieren. Vermutlich werden diese Flecke rasch weiter abgebaut, da mit 
Ehrlichs Reagens keine Anférbung mehr erfolgt. Zundchst vermuteten wir, daB 
sich die Flecke wahrend des Chromatographierens bilden. Wir eluierten daher 
den Hauptfleck und chromatographierten in gleicher Weise erneut. Diesmal erhiel- 
ten wir nur einen Fleck (Abb. 3). — Erhitzt man DHC-iséthionat mit lproz. Zitro- 
nensdure, so erhalt man teilweise diese Flecke. Bei der de Priifung anderer 
DHC-salze stellten wir auBer den nicht identifizierten Verunreinigungen noch 
Dihydroergotamin, Aci-dihydroergocristin, Dihydrolysergsiureamid und Dihydro- 
lysergsaure fest. 


Das Steigmittel 1 eignete sich auch zur Haltbarkeitspriifung mutterkornalkaloid- 
haltiger waBriger Lésungen. Fiir die pharmakologische Wirksamkeit von gelager- 
ten Praparaten ist es von besonderer Bedeutung, den Gehalt an unverindertem 
Alkaloid zu ermitteln. Schlientz, Brunner; Hofmann, Berde und Stiirmer}) be- 
achrieben dazu ein pe Verfahren, wobei sie mehrere Systeme kombinierten, je- 
doch insbesondere die Methodik von Stoll und Riiegger®) anwendeten. Die von 
ihnen entdeckte Aciform konnten wir ebenfalls in unseren DHC-haltigen Priépa- 
raten, welche einen pH-W-rt von 3,1—3,3 aufweisen, feststellen. Zur Bestim- 
mung von unverindertem DHC-isithionat in Vertebran ®-Tropf- und -Injektions- 
lésung arbeiteten wir ein de Verfahren aus, welches auf einfache Weise den 
pharmakologisch wirksamen Anteil ermittelt. Durch Ausschiitteln mit Chloro- 
form wird das Alkaloid isoliert, von der Aciform auf Kieselgelplatten ab- 
getrennt und photometrisch bestimmt. Zur Elution des Alkaloides eignete sich am 
besten 40proz. Methanol mit 1% Weinséure. Mit héher konzentriertem Methanol 
und Athanol wurden niedrigere Werte erhalten. Mit dem von Rochelmeyer, Kla- 
vehn und Seyfried®) zur Bestimmung der Alkaloide im ,,Secale concentratum 
Stada“* verwendeten Methanol/Wasser/Hisessig-Gemisch erhielten wir bei den 
hydrierten Produkten innerhalb des Konzentrationsbereiches von 25—120 ug 
keine Linearitéit. Das Verfahren kann erweitert werden, so da8 Aciform und 
Hydrolyseprodukte miterfaBt werden. Die Aciform wird nach dc Trennung be- 
stimmt, der Gehalt an Hydrolyseprodukten ergibt sich aus der Differenz der 
direkten Bestimmung und der Summe von unverindertem DHC und der Aciform. 
Zur Uberpriifung der Methode dampften wir die Tropflésung i. Vak. zur Trockne 
ein, nahmen den Riickstand in einem Chloroform/Methanol-Gemisch (1:1) auf 
und chromatographierten wie beschtieben. Wir erhielten die gleichen Ergebnisse, 
zogen jedoch die Methode der Extraktion vor, da die in unseren Praparaten enthal- 
tenen relativ groBen Procainmengen sich beim Auftragen stérend auswirken. 
Ferner bestimmten wir noch die gesamte auf die Kieselgelplatte aufgetragene 
_ Menge in einer ohne Procain bereiteten Tropflésung, wobei wir mit der direk- 
ten Bestimmung iibereinstimmende Werte erhielten. In Tabelle 2 und 3 sind die 

arte von verschieden lang gelagerten Chargen der Vertebran®-Priparate auf- 
gefiihrt. 
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Tabelle 2 
Stabilitét von Dibydroergocristin-isithionsat in Vertebran®-Tropflésung 
Gesamt- Dihydro- Aci-dihydro- Hydrolyse 
Lagerungszeit Blauwert ergocristin ergocristin produkte 
in Monaten % % % % 
—_ | 103 87 _ 15 
0,3 103 . 87 —_ 15 
1,0 103 89 1,0 14 
9,0 102 88 1,0 13 
15,5 100 84 1,0 15 
29,5 100 85 1,5 13,5 
36 101 84° 1,0 H 16 
Tabellé 3 
Stabilitét von Dihydroergocristin-isithionat in Vertebran®-Injektionslésung 
Gesamt- Dihydro- Aci-dihydro- Hydrolyse- 
Lagerungszeit Blauwert ergocristin ergocristin produkte 
in Monaten % % % % 
_ 101 85 3 | 13 
0,5 101 84 4 13 
2,0 100 82 4 14 
9,5 100 80 5 15 
18,5 103 $2 4 | VW 
36,0 102 80 5 | 17 


Aus den Tabellen ist ersichtlich, daB der Gehalt in beiden Lésungen sofort ab- 
nimmt und dann wihrend einer Lagerungszeit von 3 Jahren praktisch konstant 
bleibt. Auch nach 3 Jahren ist der pharmakologisch wirksame Anteil nicht unter 
80% abgesunken. Diese Wertminderung wurde bei der Entwicklung der Priipa- 
rate beriicksichtigt. 


Zusammenfassung 


Es werden zwei Liésungsmittelgemische angegeben zur diinnschichtchromato- 
graphischen Reinheitspriifung von natiirlichen und hydrierten Mutterkornalkaloi- 
den. Das Gemisch Heptan/Tetrachlorkohlenstoff/Pyridin gestattet auf neutralen 
Kieselgelplatten die Abtrennung des Ergocristins von Ergocornin und Ergokryptin 
sowie die Auftrennung von Ergotamin und Ergosin. 


AuBerdem wird ein diinnschichtchromatographisches Verfahren beschrieben zur 
Stabilitaétspriifung von Mutterkornalkaloiden in waSrigen Zubereitungen. Mit Hilfe 
dieses Verfahrens ist es méglich, auf rasche, einfache Weise in gelagerten Priparaten 
den pharmakologisch wirksamen Anteil, das unveriinderte Alkaloid, zu ermitteln. 
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Die Elution erfolgt mit 40proz. Methanol, das 1% Weinsdure enthilt, die Bestim- 
mung photometrisch nach Anfarbung mit p-Dimethylaminobenzaldehyd in Schwe- 
felsiure. 


Beschreibung der Verauche 

- Lésungsmittelsysteme 

1. Benzol p. a./Chloroform p. a./Athanol abs. = 2:4: 1 

2. n-Heptan reinst/Tetrachlorkohlenstoff reinst/Pyridin reinst = 1:3: 2 


Reagenzien Xv, Side7S 


1. p-Dimethylaminobenzaldehydliésung T. 8. USP XVI: 125 mg p-Dimethylamino- 
benzaldehyd werden in einer gekiihlten Mischung von 65 ml Schwefelséure und 35 ml 
Wasser gelést. Zu der Lésung werden 0,05 ml 5proz. Eisen(III)-chloridlésung gegeben. 
Die Lésung muB innerhalb 7 Tagen gebraucht werden. 


2. p-Dimethylaminobenzaldehyd-Salzsiure (mod. Ehrlichs Reagens 2. Stahl Nr. 50). 
Spriihlésung: 0,5 g p-Dimethylaminobenzaldehyd werden in 100 ml Cyclohexan heiB 
gelést. 


Nachbehandlung: Nach dem Ansprithen wird das DC in eine mit HCl-Dimpfen ge- 
sittigte Kammer gebracht (Blaufarbung). 


Dokumentation 


Die bespriihten Chromatogramme wurden im Kopierautomaten direkt photokopiert. 
Schwach hervortretende Flecke wurden mit einem gebogenen Spatel ausgeschabt und 
dann erst photokopiert. AuBerdem stellten wir zur naturgetreuen Wiedergabe der Substanz- 
flecke von jedem Chromatogramm ein Farbdia her, wobei wir den Agfacolor-Umkehrfilm 
CT 18 verwendeten. 


Tabelle 1/1 


Je 6 mg der Alkaloide wurden in einer Mischung von Chloroform /Methanol = 1:1 ge- 
lést und sofort mit der Agla-Mikrometerspritze 0,01 ml, entsprechend 5 pg Alkaloid, 
auf eine Kieselgelplatte 20 x 20cm punktférmig aufgetragen. Nach Verdunsten des 
Lésungsmittels wurde die Platte in eine Kammer gestellt, welche 1 Std. vorher mit dem 
Lésungsmittelgemisch 1 gesittigt wurde. Es wurde bis zur Steighéhe von 16 cm entwickelt. 
Die Platte wurde in einem kalten Luftetrom kurz getrocknet, sofort mit Ehrlichs Reagens 
bespriiht und in eine mit HCl-Dimpfen gesiéttigte Kammer gestellt, bis sich die Fleake 
deutlich blau angefiirbt hatten. Linger als einen Tag gelagerte Platten wurden vor 
dem Auftragen 30 Min. bei 105° nachgetrocknet. 


Tabelle 1/2 


Es wurden je 2g der Alkaloide aufgetragen und die Platte in FlieBmittel 2 bis zur 
Steighthe von 16 cm zweimal entwickelt. Die Platte wurde nicht nachgetrocknet und die 
Kammer nicht gesattigt. 


Fir das Strichchromatogramm wurden je 2mg der Alkaloide in 2 ml Chloroform/ 
Methanol = 1:1 gelést und mit der Mikrospritzpistole unter Verwendung von Stickstoff 
auf eine Platte 20 x 5 cm aufgespriiht. 


11* 


: s Archiv der 
164 Zinserund Baumgartel Pharmazie 


Reinheitspriifung von Dihydroergocristin und seinen Salzen 


10 mg der Substanz wurden in einer Mischung von Chloroform/Methanol = 1: 1 gelést 
und 0,01 ml punktférmig aufgetragen. Als FlieBmittel diente Steigmittel 1 und 2. 


Chromatographische Reinigung von Dihydroergocristin-iséthionat 


100 pg DHC-isithionat wurden punktférmig auigetragen und in Steigmittel 1 ent- 
wickelt. Die Lage des Hauptfleckes wurde unter dem UV-Licht markiert, das innerhalb 
der markierten Flache befindliche Kieselgel in ein Zentrifugenréhrchen gebracht, mit 4 ml 
Methanol geschiittelt und zentrifugiert. Das Methanol wurde i. Vak. abdestilliert, der 
Riickstand in 0,5 ml Chloroform/Methanol-Gemisch aufgenommen und 0,25 ml auf- 
getragen. 


Stabiitatsprifung von Dihydroergocristin-iséthionat in Veriebran®- 
Tropf- und -Injektionslésung 


a) Gesamt-DHC-isithionat-Gehalt durch direkte Bestimmung (Gesamt-Blauwert) 


1 ml der Tropflésung bzw. der Injektionslésung wurde mit 7 ml Wasser verdiinnt und 
2 mi der Verdiinnung mit 4 ml Reagens versetzt. Nach 15 Min. wurde die entstandene 
Blaufirbung in einer 2-cm-Kiivette mit Filter 578 mp (Eppendorf) gegeniiber einer Ver- 
gleichslésung gemessen, die durch Mischen von 2 ml Wasser und 4 ml Reagens in gleicher 
Weise bereitet wurde. Der Gehalt wurde einer Eichkurve entnommen, die mit getrocknetem 
(30 Min., 110° /5 Torr) und chromatographisch reinem DHC-isithionat aufgestellt wurde 
(Konzentrationsbereich 25—120 yg). 


b) Gehalt an unverindertem DHC-isiithionat und DHC-Aciform 


10 ml der Tropflésung bzw. der Injektionslésung wurden nach dem Ansiuern mit 2 ml 
0,1 u H,SO, viermal mit 20 ml Chloroform ausgeschiittelt. Die vereinigten Chloroform- 
ausziige'wurden durch ein mit Chloroform angefeuchtetes Filter filtriert und das Lisungs- 
mittel i. Vak. abdeatilliert. Der Riickstand wurde in genau 2 ml (geeichte Pipette) Chloro- 
form aufgenommen und auf eine Kieselgelplatte 20 x 20cm dreimal 0,1 ml bandférmig 
(2. cm) aufgetragen. Es wurde in Flie8mittel 1 bis zur Steighdhe von 16 cm entwickelt 
({Laufzeit etwa 45 Min.). Die Platte wurde kurz gefént, zwei Laufstrecken mit einer Glas- 
platte abgedeckt, die dritte bespriiht und Chlorwasserstoff dartiber geblasen. Mit Hilfe 
des besprithten DC wurden Hauptfleck (unveriindertes DHC) und Haupt- und Nebenfleck 
(DHC-Aciform) markiert. Das innerhalb der markierten Flichen befindliche Kieselgel 
wurde mit einer Rasierklinge abgeschabt und in ein Zentrifugenrdhrchen gebracht. Es 
wurden 4 mj 40proz. Methanol, das 1% Weinsiure enthielt, hinzugefiigt, kriftig geschiit- 
telt und anschlieBend zentrifugiert. 2 mi der iiberstehenden klaren Lésung wurden mit 
4 ml Reagens versetzt und nach 15 Min. gegen eine Blindprobe gemessen. Der Gehalt 
wurde einer Eichkurve entnommen, welche auf Kieselgelplatten unter denselben Bedin- 
gungen aufgenommen wurde (Konzentrationsbereich 20—80 wg). Der Zeitaufwand fir 
die beiden Bestimmungen betragt 2—3 Std., die Toleranz + 2%. 


’ Anschrift: M. Zinser, 7968 Lauphefm/W drtt., Mittelatr. 16. 


